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ABREVIATURAS, SIGLAS E SÍMBOLOS 
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O maracujá é constituído por diversas espécies do gênero Passiflora, cujas 
folhas são utilizadas como sedativo e calmante na forma de extratos, tinturas infusos e 
decoctos. A espécie Passiflora actinia Hook., conhecida popularmente como maracujá-
do-mato, é uma espécie nativa da região Sul do Brasil. Seus estudos químicos e 
farmacológicos são ainda escassos, sendo o objetivo dessa dissertação de mestrado 
contribuir para o conhecimento dessa espécie. Os extratos, fluido e metanólico 
desclorofilado, analisados em CLAE apresentaram pico com tempo de retenção 
semelhante ao do padrão isovitexina, que também está presente em grande quantidade 
na espécie P. incarnata. As frações mais polares (n-BuOH e aquosa) apresentaram em 
estudos anteriores resultados que sugerem a existência de potencial ansiolítico e 
sedativo em ratos, sendo que o isolamento de substâncias presentes nessas frações, 
juntamente com biomonitoramento foi um dos objetivos desse trabalho. A fração n-
BuOH, constituída majoritariamente por flavonóides, possui isovitexina, mas orientina e 
vitexina estão ausentes. Outros flavonóides estão presentes nas frações, mas não 
puderam ser isolados e identificados. Parte da fração aquosa do extrato metanólico 
desclorofilado foi submetida à acetilação, de onde foi isolada uma substância e, 
identificada por 1H e 13C-RMN como glicerol. As separações de substâncias ativas das 
frações polares utilizando cromatografia em coluna com Sílica Gel 60G, Sephadex LH-
20 e Amberlite XAD-16 não foram bem sucedidas, demonstrando a dificuldade de 













The passion fruit is constituted by several species from the genus Passiflora, 
whose leaves are used as sedative and to calm down in the form of extracts, tinctures, 
infusion and decocts. The species Passiflora actinia Hook., known popularly as 
"maracujá-do-mato", is a native species of the South area of Brazil. Its chemical and 
pharmacological studies are still scarce, being the objective of the dissertation to 
contribute for the knowledge of that species. The extracts fluid and methanolic free from 
chlorophyl analyzed by HPLC presented pick with retention time similar to the 
isovitexina, which is also present in great amount in the species P. incarnata. The most 
polar (n-BuOH and aqueous) fractions presented in previous studies results that suggest 
the existence of potential anxiolitic and sedative activities, in mice, being the isolation of 
active compounds in those fractions through bioassay, was one of the objectives of that 
work. The fraction n-BuOH, constituted mainly of flavonoids, contain isovitexin but 
orientin and vitexin are absent. Other flavonoids are present in the fractions, but they 
could not be isolated and identified. Part of the aqueous fraction of the methanolic 
extract free from chlorophyl was submitted to the acetilation, from where a compound 
was isolated and identified for 1H- and 13C-RMN as glycerol. The separation of active 
compounds from the polar fractions using column chromatography with Silica Gel 60G, 
Sephadex LH-20 and Amberlite XAD-16 was not successful, demonstrating the difficulty 
already experienced for other researchers when trying to isolate active compounds from 
















Plantas, animais e minerais têm sido usados por toda a civilização humana na 
História para fazer remédios. As civilizações primitivas cedo se aperceberam da 
existência, ao lado das plantas comestíveis e de outras dotadas de maior ou menor 
toxicidade que, ao serem experimentadas no combate à doença, revelaram, embora 
empiricamente, o seu potencial curativo. No Brasil, as plantas eram usadas pelos povos 
indígenas em rituais de cura, da mesma maneira que os povos africanos faziam sua 
associação com rituais religiosos (Ferro, 2006). Registros escritos como os antigos 
hieróglifos egípcios e manuais chineses de fitoterapia descrevem o uso extensivo de 
produtos naturais para fins medicinais e a natureza continua a ser o maior recurso de 
medicamentos em todo o mundo (Polunin e Robbins, 1992). 
Um século atrás, muitas drogas eram derivadas de plantas. Drogas sintéticas 
somente apareceram no mercado no final do Século XIX. Apesar de todo o progresso 
no desenvolvimento de novas drogas sintéticas, os fármacos naturais nunca perderam 
totalmente a sua importância. De fato, no final do Século XX, eles conquistaram 
novamente popularidade, devido às substâncias sintéticas apresentarem grandes 
efeitos colaterais (Wichtl, 2004). 
As plantas são fontes importantes de produtos naturais biologicamente ativos, 
muitos dos quais se constituem em modelos para a síntese de um grande número de 
medicamentos (Nodari e Guerra, 2003). 
Para a obtenção de novos fármacos existem três tipos de abordagem que são 




tradicional, a empírica e a molecular. A tradicional utiliza as informações obtidas (erros 
e acertos) pelas diversas culturas e sistemas de medicina. Muitas drogas como a 
morfina e a quinina são exemplos de drogas descobertas pela abordagem tradicional. A 
empírica se baseia no entendimento de processos fisiológicos e frequentemente utiliza 
moléculas naturais modelos, que servem de base para o desenvolvimento de outras 
moléculas ativas. Exemplos incluem a tubocurarina e outros relaxantes musculares, 
propanolol e outros antagonistas de receptores β-adrenérgicos. A abordagem molecular 
se baseia no conhecimento do local de ação para o agente terapêutico (Harvey, 1999).  
Para a obtenção de novos fármacos, dois aspectos distinguem os produtos de 
origem natural dos sintéticos: a diversidade estrutural e a função biológica. A 
diversidade estrutural dos produtos naturais é muito superior àquela derivada dos 
produtos de síntese sendo esse fato muito útil na abordagem molecular quando se 
utiliza a metodologia de seleção ao acaso. Além disso, existem em uma mesma planta 
substâncias de mesmo grupo químico, com similaridade estrutural, possibilitando uma 
maior chance de descobrimento de informações sobre estrutura-atividade. Esses fatos 
possibilitam que as substâncias químicas presentes nas plantas possam vir a se tornar 
fármacos em potencial para as mais diferentes moléstias (Harvey, 1999; Nodari e 
Guerra, 2003). 
Muitos dos nossos medicamentos atuais são derivados de plantas. A 
porcentagem de drogas derivadas de produtos naturais era de 40% no ano de 2000, 
mantendo-se aproximadamente constante nos anos seguintes (Butler, 2004). Exemplos 
de drogas importantes obtidas de plantas são: morfina, um potente analgésico derivado 




congestão cardíaca derivado da digital (Digitalis spp., Scrophulariaceae); o 
antihipertensivo reserpina, derivado da ralwolfia (Rauvolfia serpentina, Apocynaceae); 
quinina e quinidina, substâncias antimalária derivadas da Cinchona spp., Rubiaceae; 
vincristina e vimblastina, anticâncer derivados da Catharanthus roseus, Apocynaceae; 
atropina da Atropa belladona, Solanaceae (Cass, 2004; Rates, 2001) e o taxol, 
anticâncer conhecido pelo nome genérico Paclitaxel, que é um diterpenóide oxigenado 
complexo isolado da árvore teixo-do-pacífico, Taxus brevifolia, Taxaceae. Essa 
substância foi isolada durante um árduo trabalho de screening de diferentes plantas 
antineoplásicas no final da década de 60 por um grupo de pesquisadores através de 
abordagem sistemática. Mais tarde, foi isolado em várias outras espécies do gênero 
Taxus (incluindo Taxus wallichiana), onde já foram isolados mais de 300 taxóides. O 
taxol como fármaco foi desenvolvido pelo National Cancer Institute nos Estados Unidos. 
Em 1992, a Bristol–Myers–Squibb recebeu a aprovação para comercializar o taxol para 
o tratamento de câncer de ovário refratário, de mama metastático, câncer de pulmão e 
sarcoma de Kaposi. Um derivado semisintético do taxol, o taxotere, é conhecido 
atualmente como uma droga anticâncer melhor que o taxol (Srivastava et al., 2005). 
Apesar de todas as técnicas analíticas disponíveis a maioria das espécies de 
plantas não são investigadas quimicamente e biologicamente com grandes detalhes, e, 
até mesmo plantas medicinais bem conhecidas necessitam de mais estudos clínicos 
(Phillipson, 2003). Para a pesquisa de novas drogas derivadas de produtos naturais 
continuarem sendo competitivas com outros métodos de descoberta de fármacos se faz 
necessário um aumento na velocidade dos processos de estudos prévios, isolamento e 




O conhecimento da biodiversidade vegetal, além de ser considerado uma fonte 
de modelos químicos para a síntese de novas moléculas, também deve ser incentivado 
como um recurso natural com possível atividade na forma de fitoterápico padronizado, 
eficiente e seguro (Simões e Schenkel, 2002). 
A partir das últimas décadas do século XX houve um aumento no uso dos 
fármacos vegetais em substituição aos medicamentos sintéticos. A Organização 
Mundial da Saúde (OMS) estima que 80% da população acredita e tem confiança em 
plantas medicinais para o tratamento de sintomas e patologias diversos. Na grande 
maioria dos casos, o uso dos medicamentos sintéticos é o melhor tratamento, mas, 
quando apropriadamente utilizadas, as plantas medicinais podem ser a escolha correta. 
Apesar de nem sempre ser verdade, a população tem descoberto que os fármacos 
naturais frequentemente podem ser seguros, efetivos e mais baratos em relação aos 
fármacos comerciais. Algumas das vantagens são: o menor grau de efeitos colaterais, o 
sinergismo entre os componentes químicos presentes na planta que podem atuar em 
diferentes sintomas ao mesmo tempo e a atuação das plantas como um agente de 
equilíbrio na fisiologia do indivíduo e não somente no sintoma específico. Muitas vezes 
os resultados clínicos com a utilização de plantas medicinais tende a ser mais lento e 
gradativo do que com os fármacos tradicionais (Cass, 2004). 
A seleção de plantas com possível poder farmacológico depende de diversos 
fatores que incluem: conteúdo químico, toxicidade e uso tradicional pela população em 
diferentes culturas, que é conhecido como etnobotânica, mais especificamente 
etnofarmacologia (Rates, 2001). Esta constitui um desdobramento da etnobotânica e 




sempre o objetivo de corrigir problemas de saúde, tanto da ordem física, como mental 
ou espiritual (Camargo, 2003). Um exemplo é o maracujá, cuja droga é constituída por 
diversas espécies do gênero Passiflora, da família Passifloraceae. Passiflora incarnata 
Linn. e outras espécies do gênero (P. alata Curtis; P. coerulea Linn. , P. edulis Sims, P. 
edulis Sims f. flavicarpa Degener), são amplamente usadas na medicina tradicional por 
toda a Europa e nas Américas por suas propriedades sedativas e ansiolíticas. 
Passiflora incarnata é a espécie oficial em Farmacopéias de diversos países, como 
Suíça, França, Egito, Alemanha (Dhawan et al., 2001a). Esta espécie cresce em solos 
secos e pobres não se adaptando bem ao clima tropical brasileiro, além de seu fruto 
possuir sabor amargo, fatos que podem justificar a sua pequena difusão no Brasil 
(Moraes, 1995; Pereira et al., 2004). 
A espécie de maracujá oficializada pelas três primeiras edições da Farmacopéia 
Brasileira é Passiflora alata Curtis (Da-Silva, 1926; Farmacopéia, 1959; Farmacopéia, 
1977) indicando as folhas como parte utilizada. Os extratos desta espécie estão 
incluídos em diversas preparações farmacêuticas registradas, apesar dos poucos 
estudos químicos e farmacológicos existentes. O desenvolvimento de metodologias 
para o controle de qualidade das drogas e das preparações farmacêuticas existentes se 
faz necessário, tanto para a espécie oficial nas Farmacopéias Brasileiras, como para as 









A família Passifloraceae compreende cerca de dezoito gêneros e seiscentas e 
trinta espécies, sendo os gêneros com o maior número de espécies o Passiflora (400 
espécies) e Adenia (100 espécies). As do gênero Passiflora estão distribuídas 
principalmente em regiões tropicais e sub-tropical mas se desenvolvem melhor no 
clima temperado das Américas e África (Cronquist, 1981; Judd et al., 1999). São 
plantas escandentes, herbáceas ou lenhosas e possuem gavinhas, as quais são ramos 
modificados, podendo ainda ser detectada a presença de nectários extraflorais 
(Barroso, 1978)  
Das quatrocentas espécies conhecidas de Passiflora, trinta são descritas por 
terem frutos comestíveis. Somente poucas espécies alcançaram desenvolvimento 
comercial (Pereira e Vilegas, 2000).  
O nome Passiflora é atribuído ao significado místico das características físicas 
de suas flores, nas quais os escritores do século XVI interpretaram suas diferentes 
partes como representando os símbolos da Paixão de Cristo. O nome Passiflora 
provém do latim passio, o equivalente a paixão e flos oris o equivalente a flor. Por essa 
razão, esses vegetais são conhecidos na Europa e América do Norte como flor-da-
paixão (Alonso, 1998; Barroso, 1978; Freitas, 1985). 
Dentre as várias plantas com atividade farmacológica conhecida, destacam-se 
algumas espécies do gênero Passiflora, conhecido popularmente no Brasil como 




em cuia, numa alusão aos frutos édulos do vegetal) (Moraes, 1995), cujas partes 
aéreas são empregadas medicinalmente por suas propriedades sedativas, 
antiespasmódica e ansiolítica (Zuanazzi e Montanha, 2003). Desde 1867, é parte da 




Os estudos referentes à composição química de diversas espécies de Passiflora 
evidenciam principalmente os alcalóides e flavonóides. Entretanto, outras substâncias 
como glicosídeos cianogênicos (Seigler et al., 1982), maltol (Aoyagi et al., 1974), 
aminoácidos (Gavasheli et al., 1974), antocianidinas (Kidoy et al., 1997) e glicosídeos 
fenólicos (Chassagne et al., 1997) também são frequentemente citadas na literatura. A 
literatura atual revela um grande número de estudos químicos para a Passiflora 
incarnata e Passiflora edulis, mas para as outras espécies os estudos são poucos no 
que diz respeito aos aspectos químicos (Dhawan et al., 2004). Juntamente com as duas 
espécies citadas, em torno de apenas quarenta outras espécies foram fitoquimicamente 
investigadas desde os anos 60 (Abourashed et al., 2002). Saponinas são uma classe 
de substâncias químicas também citadas, apesar de poucos os artigos ao seu respeito 
para o gênero Passiflora. 
 
Glicosídeos cianogênicos 
Folhas, raízes, caule e arilo de sementes imaturas são as partes das plantas com 




A distribuição dos glicosídeos cianogênicos no gênero Passiflora apresenta 
variações distintas para cada nível de subgênero (Jaroszewski et al., 2002).  
A maioria dos glicosídeos cianogênicos relatados na literatura são da espécie P. 
edulis. Em P. incarnata foi encontrado o glicosídeo cianogênico ginocardina (1). Esse 
não é um glicosídeo cianogênico típico do gênero, visto que outras espécies que foram 
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Alguns frutos imaturos de espécies de Passiflora (ex. P. adenopoda) podem ser 
tóxicos e até fatais quando ingeridos (Seigler et al., 1982). 
Agliconas cianogênicas já foram relatadas na literatura, cuja concentração é bem 
maior nos frutos imaturos que, por isso são tóxicas. O uso de chá das folhas deve ser 
controlado devido aos riscos de intoxicação cianídrica conseqüente ao uso de doses 
altas (Souza, 1991). Prunasina (2) foi relatado pela primeira vez em 1983 em folhas e 













 Em 1996 menores quantidades de prunasina foram encontradas em P. edulis 
Sims. Isso pode ser devido às diferenças de maturação do fruto e sua origem. Nas 
cascas são encontradas as maiores concentrações de glicosídeos cianogênicos, sendo 
80% dessas substâncias a prunasina (2) (Chassagne et al., 1996). Foram também 
encontrados os glicosídeos passicoriacina (3), passicapsina (4), passibiflorina, 
epipassicoriacina, epitetrafilina B (Dhawan et al., 2004), amigdalina (5), sambunigrina, 
ramnopiranosil β-D-glucopiranosídeo de mandelonitrila (Chassagne et al., 1996). O 
glicosídeo cianogênico β-rutinosídeo de α-L-ramnopiranosil-β-D-glucopiranosídeo de 

































Os glicosídeos cianogênicos geralmente têm a propriedade de proteger as 
plantas de herbívoros e fitopatógenos (Francisco e Pinotti, 2000). A substância 4-
hidroxi-2-ciclopentenona (6) isolada de folhas de Passiflora tetraedra foi responsável 
pela atividade antibacteriana frente a bactérias gram-positivas e gram-negativas 









Analisando dezenove espécies de Passiflora foi possível identificar para as 
espécies P. apetala, P. cuneata, P. indecora, P. murucuja e P. perfoliata o glicosídeo 
passibiflorina contendo o resíduo 6-deoxi-β-D-glucopiranosil (Jaroszewski et al., 2002). 
Esses mesmos autores isolaram o glicosídeo passiguatemalina da espécie P. 
guatemalensis.   
Tetrafilina A e B, deidaclina e volkenina foram isolados de sementes de P. foetida 
coletadas no oeste do Pacífico, nas Ilhas Galápagos. Quando coletadas no “Reunion 
Island” foram identificados os glicosídeos tetrafilina B, sulfato de tetrafilina B e volkenina 
juntamente com um glicosídeo derivado da valina chamado linamarina (Andersen et al., 
1998). Em 1982, uma mistura epimérica de sulfatos de tetrafilina B e epitetrafilina B foi 
isolada de Passiflora caerulea e P. alato-caerulea (Seigler et al., 1982).  
 
Alcalóides 
Os alcalóides são um grupo de substâncias químicas presente em plantas 
medicinais com grande importância no desenvolvimento de novas drogas. Isso se deve 
provavelmente à variedade de estruturas químicas possíveis, que podem ser os 
responsáveis pelas respostas farmacológicas dos alcalóides presentes nas plantas 




Os alcalóides já encontrados no gênero Passiflora são do tipo indólicos simples, 
derivados do sistema β-carbolina. Conhecidos como β-carbolinas ou alcalóides β-
carbolínicos, o mecanismo de reação sugerido para a sua formação se dá por meio da 
condensação de Pictet-Spengler (Esquema 1) entre a triptamina e um aldeído. A 
triptamina reage com um aldeído, formando a base de Schiff, que por sua vez, por meio 
da reação do tipo Mannich, o carbono α age como um nucleófilo para formar o 
alcalóide. A aromaticidade é restaurada por tautomerismo. Posteriormente, por 
oxidação forma-se a substância com esqueleto β-carbolina, conforme o esquema a 

























Esquema 1: Formação dos alcalóides β-carbolínicos a partir da condensação de Pictet-
Spengler 
 
 Os alcalóides do tipo harmana (alcalóides indólicos) tem sido alvo de interesse 
desde o início do século devido as suas diversas propriedades farmacológicas. Os 
alcalóides harmana (7), harmina (8), harmalina (9), harmalol (10) e harmol (11) foram 




Posteriormente (década 70), utilizando um método mais seletivo, detectou-se somente 
harmana (7) e os outros alcalóides não foram encontrados. A concentração encontrada 
foi tão baixa, que não se pode afirmar que os alcalóides são os princípios ativos 
responsáveis pelas atividades farmacológicas do maracujá (Löhdefin e Kating, 1974; 
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Speroni e Minghetti (1988) realizaram determinação do teor de harmana por 
HPLC em um extrato fluido de P. incarnata e observaram que a sua quantidade não 
excedia 0,01 µg/ml no extrato. Considerando que a concentração de extrato que 
apresentava atividade farmacológica era de 160 g/kg, a quantidade de harmana 
presente na dose correspondia a negligenciável quantia de 40 ng/kg. Na dose de 4 
mg/kg de harmana, os ratos não apresentavam atividade sedativa, concluindo-se que o 




Em 1995, um estudo realizado com amostras comerciais de Passiflora incarnata, 
sendo duas das amostras com coleta de trinta anos atrás, não apresentou nenhum dos 
alcalóides citados anteriormente, com exceção de uma amostra que detectou um teor 
de harmana de aproximadamente 0,1 ppm. Imaginou-se que o conteúdo de alcalóides 
possa ter mudado devido ao modo de cultivo da planta, mas, como as amostras de 
trinta anos atrás foram também negativas, esta hipótese pode ser desconsiderada. Os 
autores sugerem que a análise de alcalóides na rotina de controle de qualidade de 
Passiflora incarnata não se faz necessária (Rehwald et al., 1995). 
 
Flavonóides 
Os flavonóides estão amplamente distribuídos no Reino Vegetal. Estão 
presentes em abundância em Angiospermas, apresentando nesse grupo, enorme 
diversidade estrutural (Zuanazzi e Montanha, 2003).  
Os flavonóides são capazes de modular a atividade de enzimas e afetar o 
comportamento de muitos sistemas celulares, sugerindo que muitas substâncias podem 
possuir efeitos anti-hepatotóxico, antialérgico, antiinflamatório, antiosteoporótico a até 
antitumoral (Carlo et al., 1999).  
Os flavonóides são biosintetizados por vias combinadas do ácido chiquímico e 
policetídeos. O ácido cinâmico (derivado fenil propanóide), sintetizado pela via do ácido 
chiquímico, atua como o iniciador na síntese da porção policetídica, no qual são 
incorporados três resíduos de acetato. A partir daí segue-se o fechamento do anel. 
Ocorrem então hidroxilações e reduções subseqüentes que formarão as diferentes 




Devido às diversas atividades farmacológicas que os flavonóides apresentam, 
sua identificação e quantificação têm sido estudadas extensivamente (Pietta et al., 
1989).  
Segundo Harborne (1988) citado por Pereira e Vilegas (2000), aproximadamente 
cinquenta flavonóides C-glicosídeos foram encontrados nas folhas de espécies da 
família Passifloraceae. 
Os principais flavonóides descritos para o gênero Passiflora são os C-glicosídeos 
derivados da apigenina (12) e luteolina (13), sendo orientina (14), isoorientina (15) 
derivados da luteolina e vitexina (16), isovitexina (17), shaftosídeo (18) e swertisina (19) 
derivados da apigenina (Geiger e Markham, 1986) os mais frequentemente 
encontrados. Nesses flavonóides os açúcares estão ligados ao núcleo aromático por 
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Os estudos a respeito da composição flavonoídica de Passiflora foram realizados 
em sua maioria para a espécie P. incarnata. Orientina, isoorientina, shaftosídeo, 
isoshaftosídeo, isovitexina-2”-O-glucopiranosídeo, isoorientina-2”-O-glucopiranosídeo, 
isovitexina, vitexina, swertisina, isoscoporamina-2”-O-glicosídeo, vicenina-2, lucenina-2, 
apigenina-6-glucosil-8-β-D-ribofuranosídeo já foram detectados em espécies de 
Passiflora (Abourashed et al., 2002; Geiger e Markham, 1986; Li et al., 1991; Marchart 
et al., 2003; Quercia et al., 1978; Raffaelli et al., 1997; Rahman et al., 1997; Rehwald et 
al., 1994). 
As substâncias isovitexina, 2”-xilosilvitexina, luteolina-7-O-glicosídeo foram 
isoladas de P. pittieri, e uma mistura de vicenina-2, shaftosídeo e isoshaftosídeo foi 
identificada. Da espécie P. ambigua apenas o flavonóide sapogerina foi obtido 




A espécie P. alata teve o flavonóide 2”-xilosilvitexina isolado em grande 
quantidade de extrato das suas folhas, mas, apenas pequenas quantidades de vitexina, 
isovitexina e orientina foram isolados. Isoorientina também já foi identificado na espécie 
(Freitas, 1985; Ulubelen et al., 1982). 
Passiflora edulis foi descrita como sendo rica em glicosídeos que incluem 
luteolina-6-C-chinovosídeo e luteolina-6-C-fucosídeo (Mareck et al., 1991). Vitexina, 
isovitexina e orientina foram detectados por CCD (Freitas, 1985) e HPLC (Moraes, 
1995).  
O O-glicosídeo rutina (20) foi detectado pela técnica de HPLC (comparação de 
tempo de retenção, enriquecimento do extrato com padrões e comparação dos 
espectros de UV com o dos padrões) nas espécies P. edulis e P. alata (Moraes, 1995). 









Os flavonóides constituem atualmente os melhores marcadores de controle de 
qualidade de medicamentos fitoterápicos, pois através deles é possível identificar 
muitas espécies de Passiflora (Bokstaller e Schmidt, 1997; Li et al., 1991; Quercia et al., 
1978), sendo que o desenvolvimento de novos métodos analíticos para análise dos 
flavonóides se faz necessário (Muller et al., 2005). 
Os dados encontrados na literatura sobre a quantificação dos flavonóides são 




pode ser devido à época da colheita, ao local de cultivo ou à metodologia de análise 
empregada (Li et al., 1991). Um trabalho realizado com P. incarnata que teve como 
objetivo determinar a variação do conteúdo de flavonóides nos vários estágios de 
desenvolvimento da planta, mostrou uma maior concentração dessas substâncias nos 
períodos que antecedem a floração até o período de floração do vegetal sendo ainda 
que o maior conteúdo de isovitexina foi encontrado nas folhas. O conteúdo total de 
flavonóides foi expresso em % de isovitexina (Menghini e Mancini, 1988). 
O conteúdo de flavonóide diminui rapidamente durante o período de estocagem, 
por isso deve-se preparar os medicamentos utilizando folhas de P. incarnata logo após 
a colheita (Menghini e Mancini, 1988).  
Um dos métodos de quantificação para flavonóides freqüentemente utilizados é a 
análise espectrométrica de complexos formados com adição de cloreto de alumínio 
após hidrólise e extração com acetato de etila. Seu cálculo é feito baseado na leitura de 
absorvância no ultravioleta. Os C-glicosídeos resistem à hidrólise ácida e 
conseqüentemente não são determinados através do método clássico da 
espectrometria (Petry et al., 1998; Rehwald et al., 1994).  
Estudos têm demonstrado que cromatografia líquida é um método eficiente para 
análise qualitativa e quantitativa de flavonóides C-glicosídeos presentes em espécies 
de maracujá (Petry et al., 1998).  
Um método utilizando cromatografia líquida, apropriado e reprodutível para 
análise quantitativa e qualitativa de extratos fluidos de P. alata e P. incarnata e para 
diferenciação de espécies foi desenvolvido. Os extratos fluido das folhas de P. alata 




comercial de P. incarnata foi analisado, apresentando 1,198% de isovitexina. Apesar da 
presença do mesmo flavonóide nas duas espécies, o perfil cromatográfico observado 
foi diferente. Esse mesmo trabalho demonstrou que diferença de estação do ano (verão 
e inverno) altera a concentração de flavonóides, sendo que no inverno a concentração 
é menor, sem entanto alterar o seu perfil cromatográfico (Muller et al., 2005).  
HPTLC também tem sido empregado na quantificação de flavonóides em folhas 
de espécies de Passiflora. Uma metodologia HPTLC padronizada possibilitou a 
quantificação das dez substâncias majoritárias do extrato metanólico de P. coerulea 
(Pastene et al., 1997). 
As C-glicosilflavonas dos diversos gêneros de Passiflora geralmente ocorrem 
como isômeros (Pereira e Vilegas, 2000), e já existem maneiras de diferenciá-los. Uma 
delas é utilizar técnicas HPLC-CID/MS para produzir pseudos espectros MS/MS que 
fornecem dados de fragmentação incluindo medidas exatas de massa para diferenciar 




Atualmente, as saponinas também estão sendo estudadas. Segundo Reginatto 
et al. (2001), isso se deve ao fato de que muitas das atividades terapêuticas, ou até 
substâncias alérgicas presentes nos extratos de Passiflora são ainda desconhecidas.  
Saponinas já foram relatadas em P. quadrangularis (Orsini et al., 1987; Orsini et 
al., 1986) da qual foi isolada pela primeira vez a saponina quadrandulosídeo (21), em P. 




P. alata (Reginatto et al., 2001) podendo ser este grupo de substâncias químicas 
altamente polares a grande aposta em relação aos responsáveis pelo potencial 
farmacológico sedativo e ansiolítico do gênero. Passiflorina (22) foi encontrado em P. 
edulis em 1975 (Bombardelli et al., 1975).  
Cinco glicosídeos foram isolados de folhas de Passiflora alata (3-O-β-D-
glicopiranosil-estigmasterol, ácido 3-O-β-D-glicopiranosil-oleanólico, ácido 3-O-β-D-
glicopiranosil-(1→3)-β-D-glicopiranosil-oleanólico, ácido 3- O-β-D-glicopiranosil-(1→2)-
β-D-glicopiranosil-oleanólico e 9,19-ciclolanost-24-Z-en-3β,21,26-tri-hidroxi-3,26-di-O-
gentiobiose (quadrangulosídeo) (Reginatto et al., 2001).  
Reginatto em 2004 desenvolveu uma metodologia por HPLC com detecção em 
UV com o objetivo de quantificar quadrangulosídeo (21), a saponina em maior 
quantidade em folhas de Passiflora alata. A quantidade de quadrangulosídeo presente 
no extrato aquoso de folhas de P. alata foi estimada em 22% p/p correspondendo a 
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Considerações farmacológicas  
 
 A atividade sedativa pode ser definida pela redução da atividade locomotora e 
diminuição do nível de vigilância, útil para aliviar estados de excitação excessiva. O 
efeito hipnótico, diferente da sedação, é capaz de induzir e manter o sono de uma 
pessoa por certo período de tempo (Guimarães, 1999). É difícil estabelecer distinção 
entre os estados patológico e normal de uma ansiedade; todavia, a despeito desta 
imprecisão, os agentes ansiolíticos estão entre as substâncias prescritas com maior 
freqüência e utilizadas por mais de 10% da população na maioria dos países 
desenvolvidos (Rang et al., 2001).  
As classes mais comuns de agentes ansiolíticos são os agonistas dos receptores 
5-HT que foram recentemente introduzidos, mostrando atividade ansiolítica com pouca 
sedação, barbitúricos que atualmente são obsoletos como agentes ansiolítico/sedativo, 
antagonistas dos receptores β-adrenérgicos utilizados freqüentemente para reduzir os 
sintomas físicos de ansiedade (tremor, palpitação) e benzodiazepínicos (23) que é a 
classe mais importante para esta finalidade terapêutica (Rang et al., 2001). O 



















Os efeitos indesejáveis destes medicamentos variam desde efeitos tóxicos, 
resultantes de superdosagem aguda, efeitos colaterais do uso terapêutico normal 
(sonolência, confusão, amnésia, comprometimento da coordenação) tolerância e 
dependência (Carlini, 2003; Rang et al., 2001). Isso significa que o uso destes 
medicamentos deve ser realizado com cautela (Shinomiya et al., 2005). 
Por outro lado, existem diversas drogas vegetais que são utilizadas pela 
medicina tradicional e popular como ansiolíticas e sedativas como Melissa officinalis L., 
Lamiaceae; Tilia europaea L., Tiliaceae; Hypericum perforatum L., Clusiaceae; 
Matricaria recutita L., Asteraceae; e Passiflora sp. (Coleta et al., 2001; Loggia et al., 
1981; Shinomiya et al., 2005).  
Apesar do seu uso popular e da presença de diversos constituintes químicos no 
gênero Passiflora, apenas poucos artigos considerando investigações farmacológicas 
estão disponíveis. Destes, a maioria dos estudos farmacológicos tem sido realizado no 
intuito de verificar os efeitos depressivos no sistema nervoso central (SNC) (Dhawan et 
al., 2004).  
Alguns aspectos bioquímicos também têm sido avaliados por pesquisadores em 
modelos animais. Estudos com ratos em relação ao ganho de peso e aos parâmetros 
bioquímicos (colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol, triacilglicerídeos, 
glutationaperoxidade, atividade da superóxido desmutase, proteínas totais, ganho de 
peso e glucose) após administração de 1000 mg/kg do chá das folhas (3x por semana-
15 dias) foram realizados. O único parâmetro que apresentou alteração significativa foi 
HDL-colesterol, sem modificar a concentração de colesterol total, sugerindo ser o 




Vários tipos de testes podem ser utilizados para medir a atividade ansiolítica em 
modelos animais. Um rato em ambiente não familiar normalmente responde ao 
permanecer imóvel, porém alerta (“supressão comportamental”) por algum tempo, o que 
pode representar uma ansiedade produzida pelo ambiente estranho. Este estado de 
imobilidade é reduzido se forem administrados fármacos ansiolíticos (Rang et al., 2001) 
O modelo experimental Labirinto em Cruz Elevado (LCE) é um modelo utilizado 
em estudos recentes para detecção de efeitos ansiolíticos em várias espécies de 
Passiflora em roedores. Neste teste, dois braços da cruz são fechados, enquanto os 
outros dois são abertos. Em estado normal, os ratos passam a maior parte do seu 
tempo nos braços fechados e evitam os braços abertos (com medo de caírem). A 
administração de agentes ansiolíticos aumenta o tempo em que os animais ficam nos 
braços abertos e também aumenta a mobilidade dos ratos, a julgar pela freqüência que 
atravessam o cruzamento (Handley e Mithani, 1984; Rang et al., 2001). Outro teste 
utilizado é o do Campo Aberto (CA). Durante o período do teste são observados os 
seguintes aspectos: freqüência de locomoção ou número de cruzamentos (número de 
quadrantes percorridos) e o número de levantamentos ou rearings (levantamento do 
animal sobre as patas traseiras) (Royce, 1977).  
Os derivados das pironas maltol (24) e etil maltol (25) isolados da Passiflora 













Maltol causou potencialização do sono induzido por hexobarbital, ação 
anticonvulsivante em altas doses e diminuição da atividade locomotora em doses 
baixas. Etil maltol apresentou as mesmas ações, com maior poder anticonvulsivante e 
menor poder inibidor dos efeitos na atividade locomotora (Aoyagi et al., 1974). Análogos 
estruturais do maltol foram avaliados farmacologicamente, e verificou-se que dois deles, 
ácidos 2-butil (26) e 2-isobutilpiromecônico (27) apresentaram efeito anticonvulsivante 
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O flavonóide vitexina foi investigado farmacologicamente em relação ao seu 
poder hipotensivo, antiinflamatória e antiespasmódico (propriedades não específicas). 
Os efeitos da atividade hipotensiva da vitexina foram atribuídos às propriedades 
bloqueadoras dos gânglios e, as atividades antiinflamatórias, às propriedades anti-
histamínicas, antibradicinina e anti-serotonina (Prabhakar et al., 1981). Os flavonóides 
vitexina e isovitexina foram utilizados em testes neurofarmacológicos sendo que 
nenhum apresentou efeito nas doses de 5,0 e 10,0 mg/kg (Speroni e Minghetti, 1988). 
Em relação à Passiflora alata, droga oficial na Farmacopéia Brasileira, os 
estudos farmacológicos iniciaram-se apenas em 1984. O efeito do extrato bruto (extrato 
fluido preparado segundo Farmacopéia Francesa VIII) de P. alata foi avaliado sobre o 




a administração i. p. do extrato fluido (75 e 150 mg/kg) reduziu a atividade motora 
espontânea, prolongou o tempo de sono induzido por pentobarbital e aumentou o 
tempo de latência das convulsões induzidas por pentilenotetrazol (Oga et al., 1984). Em 
suas conclusões os pesquisadores sustentaram a idéia de que os alcalóides e 
flavonóides podem ser os responsáveis pelos efeitos depressores desse maracujá. 
Estudo comparativo da atividade ansiolítica de extratos hidroetanólicos das 
folhas de P. alata e P. edulis mostrou ser P. edulis mais ativa farmacologicamente que 
P. alata utilizando administração i. p. e o modelo de ansiedade LCE. Com metade da 
dose (50 mg/kg) P. edulis apresentou efeitos ansiolíticos que só existiram para P. alata 
na dose de 100 mg/kg. Nos resultados fitoquímicos P. edulis apresentou em torno de 
duas vezes mais flavonóides que P. alata (Petry et al., 2001). Utilizando extratos 
aquosos (1:10) de P. edulis (50, 100 e 150 mg/kg) e P. alata (100 e 150 mg/kg), esse 
mesmo grupo de pesquisadores encontraram a mesma proporção de flavonóides (1:2) 
entre as duas espécies, sugerindo que o solvente utilizado (sol. EtOH 40% ou H2O) não 
altera qualitativamente a composição química dos extratos e nem a atividade 
farmacológica (Paris et al., 2002). Utilizando o mesmo modelo de ansiedade v. o., com 
extratos aquosos secos em "spray-dried", Reginatto et al. (2006) confirmaram os 
resultados já observados no estudo anterior, além de estar de acordo com o uso 
etnofarmacológico de Passiflora (extrato aquoso).  
O extrato aquoso (20 e 40 mg/kg i. p.) de Passiflora edulis f. flavicarpa Degener, 
promoveu depressão no SNC em camundongos (Vale e Leite, 1983). Os autores do 




alguma molécula associada a proteínas, mas, deixando indefinida a classificação 
farmacológica do(s) princípio(s) determinante(s) de sua ação psicofarmacológica.  
Foram estudadas as propriedades neurofarmacológicos do extrato fluido de P. 
incarnata. Na dose de 160 mg/kg estas propriedades foram evidentes, mas não pode 
estar relacionado com a presença dos alcalóides harmana, pois este está presente no 
extrato em quantidades mínimas (Speroni e Minghetti, 1988). 
Em um estudo de caso, foram identificadas reações alérgicas em paciente que 
manipulava P. alata, apesar de não se conhecerem os agentes causadores das 
reações (Giavina-Bianchi et al., 1997).  
O flavonóide crisina (28) foi identificado em Passiflora coerulea em 1990 (Medina 







Os seus efeitos farmacológicos foram avaliados juntamente com o diazepan, 
droga reconhecidamente ansiolítica. Ambas as drogas (crisina 1 mg/kg e diazepan 0,3-
0,6 mg/kg), no teste de LCE, apresentaram resultados consistentes com ações 
ansiolíticas. Em comparação ao diazepan, crisina possui ações ansiolíticas sem 
indução da sedação ou relaxamento muscular, onde postularam ser a crisina um 
monoflavonóide agonista parcial dos receptores benzodiazepínicos (Wolfman et al., 
1994). Contradizendo essa teoria, Speroni et al (1996), não identificou crisina em P. 




apresenta efeitos sobre o Sistema Nervoso Central (SNC), mas as doses necessárias 
para se obter esses efeitos são muito maiores do que as detectadas nas duas espécies 
de maracujá. 
Os efeitos na mudança do comportamento em ratos foram avaliados quando 
administrados intraperitonialmente os flavonóides crisina e apigenina (12), da P. 
incarnata e Matricaria recutita respectivamente. Ambos flavonóides foram capazes de 
reduzir a atividade locomotora em ratos (dose mínima de 25 mg/kg), enquanto que em 
baixas doses (1 mg/ml) somente crisina demonstrou ser ativo como ansiolítico no 
modelo de ansiedade claro-escuro. O efeito sedativo desses flavonóides não pode ser 
atribuído a uma interação com os receptores GABA-benzodiazepínicos, visto que estes 
estavam bloqueados por injeção prévia do antagonista benzodiazepínico flumazenil 
(Zanoli et al., 2000).  
Derivados semi-sintéticos das flavonas obtidos por introdução de halogênios, 
grupos nitro, ou ambos, tiveram um aumento na afinidade pelos receptores 
benzodiazepínicos e no seu potencial ansiolítico. O 6,3´-dinitroflavona (29) foi a 
molécula modificada derivada da flavona mais ativa. Quando administrada em ratos, 
teve um potente efeito no teste de LCE, mas não exibiu efeito anticonvulsivante ou 
miorelaxante (Wolfman et al., 1996).  Este estudo deixou claro que muitos flavonóides 
são moléculas ativadoras do SNC e modificações químicas no núcleo das flavonas 












O extrato fluido de Passiflora incarnata foi utilizado para avaliação das 
propriedades neurofarmacológicas em ratos. Quando utilizado intraperitonialmente, o 
extrato prolongou o tempo de sono, protegeu os animais dos efeitos convulsivantes do 
pentilenotetrazol e afetou a atividade locomotora. O extrato fluido foi particionado com 
éter de petróleo (fração I) e n-butanol (fração II). O extrato aquoso restante foi liofilizado 
(fração III). Duas substâncias isoladas da fração II apresentaram atividade, uma mais 
hidrofílica e outra mais lipofílica, sugerindo-se terem a mesma estrutura ativa, sendo a 
substância mais lipofílica a aglicona e a mais hidrofílica seu derivado hidroxilado ou 
glicosilado (Speroni e Minghetti, 1988).  
A atividade antiinflamatória dos extratos etanólicos de P. incarnata foi 
investigada. Os resultados sugerem que nas doses de 125-500 mg/kg os extratos 
exibem atividade antiinflamatória. O estudo concluiu que P. incarnata é capaz de inibir 
formação de granuloma em ratos, apesar de sua atividade ser menor que para a droga 
de referência (ácido acetilsalisílico) (Borreli et al., 1996).  
Os efeitos antiinflamatórios de extratos aquosos das folhas de P. edulis f. 
flavicarpa foram investigados segundo o modelo animal de pleurisia induzida por 




óxido nítrico, níveis de fator de necrose tumoral α (FNTα) e interleucina-1-β (IL-1-β) 
foram os parâmetros avaliados. A migração de leucócitos foi utilizada para verificar a 
atividade antiinflamatória dos extratos quando os animais foram induzidos a pleurisia 
por bradicinina, histamina ou substância P. Na dose de 250 mg/kg (i. p. 30 min antes da 
indução do pleurisia), o extrato de P. edulis diminuiu a migração de leucócitos, 
neutrófilos, níveis de mieloperoxidade, óxido nítrico, FNTα e IL-1-β na pleurisia induzido 
por carragenina. Também inibiu os leucócitos totais e diferenciais na pleurisia induzida 
por bradicinina, histamina e substância P. Dexametasona foi utilizada como controle 
positivo (0,5 mg/kg) (Montanher et al., 2006). 
A partir de 2001, Dhawan et al. começaram a publicar uma série de 
experimentos relacionados ao gênero Passiflora. Durante um estudo comparativo de 
espécies, somente o extrato metanólico de P. incarnata exibiu significativa atividade 
ansiolítica em ratos (dose oral de 125 mg/kg), enquanto P. edulis não apresentou 
qualquer atividade ansiolítica em qualquer extrato/dose testada (éter de petróleo, 
clorofórmio e água) usando o modelo de LCE e diazepam como droga de referência (2 
mg/kg) (Dhawan et al., 2001c). 
O extrato metanólico das folhas de P. incarnata apresenta atividade de 
supressão de tosse induzida por dióxido de enxofre (SO2) em ratos, sendo essa 
atividade comparada a codeína, reconhecido antitussígeno opióide (Dhawan e Sharma, 
2002) e atividade afrodisíaca nas doses de 100 mg/kg (ratos machos via oral) (Dhawan 
et al., 2003b). 
Foi avaliado o efeito ansiolítico de extratos de vários órgãos vegetais de P. 




praticamente destituído de efeitos ansiolíticos. Isso indica que inflorescências e raízes 
presentes como adulterantes devem ser separadas das partes aéreas antes de 
qualquer estudo farmacológico e/ou fitoquímico para se obter os melhores resultados 
(Dhawan et al., 2001b).  
Uma das frações derivadas do extrato metanólico de P. incarnata exibiu 
significante atividade ansiolítica em ratos na dose de 10 mg/kg utilizando o modelo 
LCE, sendo a substância presente na fração um derivado benzoflavônico trisubstituído 
(Dhawan et al., 2001a), chamado de BZF o qual não foi apresentado por motivos de 
patente.  
Essa mesma substância amenizou os efeitos da abstinência de etanol em ratos. 
Todos os grupos tiveram administração de álcool na dose de 2 g/kg durante 6 dias. A 
substância BZF foi administrada juntamente com o álcool (10, 20 e 50 mg/kg de BZF) 
(grupo 1, 2 e 3) ou agudamente (10, 20 e 50 mg/kg) (grupos 4, 5 e 6), após os seis dias. 
Foram avaliados no LCE, e todos os grupos foram efetivos em diminuir os efeitos da 
abstinência nos animais que pode ser medido pela diminuição da ansiedade (Dhawan 
et al., 2002b). A mesma substância se mostrou útil em evitar o desenvolvimento de 
tolerância em ratos em administração crônica de canabinóides (∆9–THC) quando 
administrados juntos (Dhawan et al., 2002a). A própria substância BZF foi avaliada em 
relação à chance de causar sintomas após abstinência e concluiu-se ser a substância 
BZF livre de qualquer risco de tolerância ou dependência (Dhawan et al., 2003a). 
Turnera aphrodisiaca Ward, Turneraceae, a qual é usada popularmente como 
ansiolítica e afrodisíaca, seguiu um fracionamento biomonitorado com o objetivo de 




metanólico isolou-se a 5,7,4'-tri-hidroxiflavona (apigenina), também presente em 
espécies de Passiflora, que exibiu atividade significante em ratos (2 mg/kg v.o.) no 
modelo de ansiedade LCE, o qual os pesquisadores atribuíram ser a substância 
responsável pelos seus efeitos ansiolíticos (Kumar e Sharma, 2006).  
Shinomiya et al. (2005), avaliou a atividade hipnótica de extratos aquosos de 
camomila (Matricaria chamomilla) e maracujá (P. incarnata) utilizando modelo animal de 
distúrbio do sono. O extrato de maracujá não mostrou efeitos de latência para o sono 
até mesmo na dose de 3000 mg/kg, enquanto a camomila apresentou atividade na 
dose de 300 mg/kg. 
 As pessoas utilizam os frutos de P. edulis para fazer suco, mas a casca é 
descartada. Utilizando extrato metanólico das cascas de P. edulis foi avaliada a 
diminuição da pressão arterial (sistólica) em ratos. Os extratos (10 e 50 mg/kg) e 
luteolina (50 mg/kg) foram administrados oralmente e foram capazes de atuar como 
antihipertensivos. O extrato foi avaliado quanto à presença e quantidade de polifenóis e 
GABA, sendo o efeito antihipertensivo do extrato de P. edulis atribuído ao efeito de 
GABA e parcialmente ao efeito dos polifenóis que possuem reconhecida atividade 
vasodilatadora (Ichimura et al., 2006). 
Apesar de todos esses estudos apresentados, a(s) substância(s) ativa(s) 
responsável (is) pela atividade sedativa e ansiolítica de Passiflora spp. não foram 







A espécie Passiflora actinia  
 
A espécie a ser estudada neste trabalho é Passiflora actinia Hook., uma das 
diversas espécies nativas da flora brasileira. A espécie é conhecida popularmente como 
maracujá-do-mato (Santos et al., 2005). Na medicina popular as folhas são usadas 
como ansiolítica e sedativa, e os frutos, como suco, apesar de serem poucos os 
estudos químicos e farmacológicos a respeito da espécie até o presente momento. A 
posição sistemática da espécie encontra-se no Quadro 1.  
 
Quadro 1: Posição sistemática da espécie Passiflora actinia segundo Engler e Cronquist 
Segundo Engler (Joly, 1998) Segundo Cronquist (1988) 
Divisão: Angiospermae (Anthophyta) Divisão: Magnoliophyta 
Classe: Dicotyledoneae Classe: Magnoliopsida 
Subclasse: Archichlamydeae Subclasse: Dilleniidae 
Ordem: Violales Ordem: Violales 
Família: Passifloraceae Família: Passifloraceae 
Gênero: Passiflora Gênero: Passiflora 
Espécie: Passiflora actinia Hooker Espécie: Passiflora actinia Hooker 
 
Esta é uma espécie típica de Floresta Ombrófila Densa (Mata Atlântica) e Mista 
(Mata com Araucária). Cresce no interior ou borda de florestas até seus ramos 
atingirem a parte mais alta e exposta à luz. Tem sua ocorrência no Brasil observada nos 
estados do Espírito Santo (ES), Rio de Janeiro (RJ), São Paulo (SP), Paraná (PR), 











Estudos prévios de Passiflora actinia 
 
Kurtz, em 2001, iniciou os trabalhos com P. actinia (Figura 2) no Grupo de 
Pesquisa em Farmacognosia da UFPR. Realizou estudo morfo-anatômico e 
investigação dos constituintes alcaloídicos das suas folhas. A análise morfo-anatômica 
das folhas revelou um contorno oval, margem lisa, ápice obtuso, base arredondada e 
limbo inteiro. Observou-se que a face abaxial da epiderme é papilosa, o mesofilo é 
dorsiventral, os feixes vasculares são colaterais e idioblastos contendo drusas estão 
distribuídos no parênquima foliar. Análise por CLAE demonstrou a presença de traços 




analisados: harmana (7), harmina (8), harmalina (9), harmalol (10) e harmol (11) 
encontrados em Passiflora (Kurtz, 2001; Kurtz et al., 2003). 
Santos, em análise comparativa em CLAE das espécies P. incarnata, P. alata e 
P. actinia, sugeriu que o perfil cromatográfico de P. actinia tem maior semelhança com 
P. incarnata do que com P. alata. Com o fracionamento do extrato metanol-água, foi 
observado que a fração flavonoídica é constituída majoritariamente pela isovitexina 
(17), enquanto que a fração alcaloídica, praticamente isenta de flavonóides, não 
mostrou presença dos alcalóides β-carbolínicos clássicos e pode ser constituída por 
alcalóides quaternários (Santos, 2003). 
Reginatto (2000) comparando por CCD sete extratos de espécies de Passiflora, 
identificou manchas com Rf semelhantes aos padrões dos flavonóides isoorientina (15) 
e isovitexina (17) em P. actinia. Não foram encontradas saponinas em P. actinia por 
análise em CCD nos extratos etanólicos (Reginatto et al., 2001).  
Utilizando método de extração em alta velocidade, solução aquosa de metanol a 
20% como solvente e HPLC, foram identificados e quantificados para a espécie P. 
actinia os alcalóides harmol, harmana, harmalina e harmina nas quantidades de 0,04; 
0,08; 0,08 e 0,16 ppm respectivamente (Abourashed et al., 2003). Os flavonóides 
presentes em extrato metanol:água (4:1) de P. actinia, foram identificados e 
quantificados em HPLC como sendo shaftosídeo/isoshaftosídeo (0,08%) e isovitexina 







Figura 2: Aspecto geral de Passiflora actinia Hooker, Passifloraceae. 
 
Os primeiros ensaios farmacológicos com a espécie P. actinia foram realizados 
utilizando a via intraperitonial (i. p.) como forma de administração dos extratos. A 
administração do extrato bruto hidroalcoólico de P. actinia em camundongos, em doses 
inferiores a 1800 mg/kg, não resultou em toxicidade aparente. Através dos métodos 
LCE e CA, foi observado um efeito sedativo com o extrato hidroalcoólico bruto (100-300 
mh/kg), extrato metanólico (300-600 mg/kg) e fração aquosa do extrato metanólico 
(100-300 mg/kg), sendo que apenas este último também apresentou seletiva atividade 
ansiolítica na dose de 30 mg/kg. Os efeitos sedativos puderam ser evidenciados por 
uma diminuição no número de entrada nos braços abertos e fechados no teste de LCE 
e uma diminuição na atividade motora como um todo, evidenciada pelo teste de CA 
(Santos, 2003; Santos et al., 2006). Os animais tratados com os extratos e frações 




comparação com os animais controle. Esse dado indica a ocorrência de catalepsia em 
ratos, que é usado para prever a atividade tranqüilizante (Santos et al., 2005). 
Os extratos hidroalcoólicos (300 e 600 mg/kg) e metanólicos (100 e 300 mg/kg) 
de P. actinia resultaram em efeitos ansiolíticos em tratamento agudo v. o. Quando 
administrados primeiramente com flumazenil, um antagonista dos receptores 
benzodiazepínicos GABAA, a atividade ansiolítica dos extratos metanólico e 
hidroalcoólico foi diminuída, sugerindo que os efeitos de atividade ansiolítica desses 
extratos possa se dar por ligação a esses receptores. Nas suas maiores doses, os 
extratos foram capazes de potencializar o sono induzido por pentobarbital (Lolli et al., 
2007). 
Dar continuidade aos trabalhos já realizados buscando um melhor conhecimento 
da P. actinia que é facilmente cultivada na região Sul do Brasil e procurar determinar 
quais são o(s) seu(s) constituinte(s) químico(s) com potencial atividade ansiolítica e/ou 








• Identificar e quantificar os constituintes químicos da Passiflora actinia 
Hooker, Passifloraceae. 
• Identificar os extratos e frações farmacologicamente ativas em relação ao 
poder sedativo e ansiolítico.  























Para a realização das análises cromatográficas em CCD analítica e preparativa 
dos extratos e frações de P. actinia foram utilizadas placas pré-ativadas Merck com fase 
estacionária Kiesegel 60 (F254). Foram utilizadas as fases móveis EtOAc:HCO2H:H2O 
(6:1:1); EtOAc:HCO2H:H2O (8:1:1); DCM:EtOH (1:1) e tolueno:EtOAc (1:1), observadas 
em câmara de luz de UV ondas longas (365 nm) e ondas curtas (254 nm) e solução de 
ácido fosfomolíbdico 10% em EtOH, reagente de anisaldeído-sulfúrico e solução 
reagente de NEU (difenilboriloxietilamina 1% em EtOH), preparados segundo Wagner e 
Bladt (1996) foram usados como reveladores. 
As colunas cromatográficas foram realizadas em Sílica Gel 60G 70-230 mesh 
(Merck), Sephadex LH-20 (Pharmacia) ou Amberlite XAD-16 (Aldrich). 
As análises em CLAE foram realizadas em equipamento Varian, bomba Prostar 
210 (série 02038), detector UV-VIS Prostar 320 (série 01453), módulo organizador, 
válvula rheodyne, Programa Workstation Star 6.0. Foi utilizada coluna Microsorb-MV 
100 C-18 de 250 mm, tamanho de partícula de 5 µm e diâmetro interno de 4,6 mm. O 
loop foi de 20 µl. Os solventes utilizados em todos os procedimentos cromatográficos 
utilizando CLAE foram grau HPLC. A água utilizada foi purificada no sistema Puritech/ 
Permution PT0020, filtro de 0,2 µm, apresentando também alto grau de pureza. Para as 
amostras sólidas, foram preparadas soluções de concentração 1 mg/ml em líquido 




proporção 1:10 (extrato:líquido diluente). Antes de serem injetadas no equipamento de 
CLAE foram filtradas em membrana de celulose regenerada com poros de abertura 
0,22 µm da millipore. Padrões de vitexina (0,1 mg/ml), isovitexina (0,1 mg/ml) e 
orientina (0,1 mg/ml) foram diluídos em MeOH. 
Os extratos liofilizados foram realizados em equipamento Labconco freeze dryer 
4,5. Os espectros de absorção no UV foram realizados em equipamento Shimadzu UV-
1601. Espectrômetro Bruker 400 MHz, do Departamento de Química da UFPR foi 
utilizado na obtenção dos espectros de ressonância magnética nuclear (RMN). Foram 
utilizados CDCl3 (Aldrich), MeOD (Cambridge Isotope Laboratories, Ind.) e D2O 
(Cambridge Isotope Laboratories, Ind.) como solventes. 
Solventes e reagente foram purificados quando necessário por métodos 
padronizados (Armarego e Perrin, 1996).  
 
Reação de acetilação 
Para realização da reação de acetilação foram utilizados anidrido acético (10 
ml/g de extrato) e piridina (5 ml/g de extrato). A solução reagente foi deixada por 12 h à 
temperatura ambiente e após este período o material evaporado em rotaevaporador 
sob pressão reduzida, com auxílio de tolueno para obtenção de mistura azeotrópica. O 
resíduo foi ressuspenso em CHCl3, lavado 2-3 vezes com solução de HCl 5% e 2-3 
vezes com H2O. A porção orgânica foi seca em sulfato de sódio anidro, filtrada e 
evaporada sob pressão reduzida. O material foi então filtrado através de óxido de 




CH3CO2H (5 ml solução a 10% de CH3CO2H/100 g de alumina) para posterior 
realização de procedimentos cromatográficos. 
 
Separação cromatográfica em Sephadex LH-20 
As colunas cromatográficas que foram utilizadas para separação em Sephadex 
LH-20 foram de três tamanhos. A primeira de 90 cm (65 cm de altura de fase 
estacionária) e 2 cm de diâmetro que foi chamada de SPmaior. A segunda de 80 cm (45 
cm de altura de fase estacionária) e 1,5 cm de diâmetro e foi chamada de SPmenor. A 
terceira de 40 cm de altura (20 cm de altura de fase estacionária) e 2 cm de diâmetro e 
foi chamada de SPmini. Todas foram empacotadas com MeOH após o Sephadex ter sido 
deixado em repouso com solvente por 3 h. O empacotamento foi realizado 
cuidadosamente para evitar a formação de bolhas de ar que interferissem com o fluxo 
de fase móvel na coluna. Em todas as separações a fase móvel utilizada foi MeOH. 
 
Separação cromatográfica em resina Amberlite XAD-16 
Foi utilizada a proporção de 1:10 (amostra:resina), sendo o extrato/fração 





O material vegetal foi coletado na Fazenda Experimental do Canguiri da 




(9 kg) de Passiflora actinia Hook. foram estabilizadas por secagem em estufa a 45 °C 
(30% de rendimento) e pulverizadas, obtendo-se material seco (2,7 kg). O tamanho das 
partículas de pó foi padronizado em tamis de abertura 250 mm/mm. A amostra coletada 
está registrada no Herbário do Departamento de Botânica da UFPR, sob N° UCPB 
30.831.  
 
Preparo dos extratos 
 
Extrato fluido e frações 
  O extrato fluido (500 ml) foi preparado segundo metodologia descrita na 
Farmacopéia Brasileira 2.ed. utilizando como líquido extrator sol. de EtOH 45% (Newall 
et al., 1996). Parte do extrato fluido (100 ml) foi guardado em geladeira, o restante foi 
concentrado em rotaevaporador, ressuspenso em água (volume final de 400 ml) e 
fracionado utilizando solventes de diversas polaridades (DCM, EtOAc, n-BuOH) em funil 
de separação (3x 100 ml) (Esquema 1). Todas as frações foram concentradas em 
rotaevaporador sob pressão reduzida a 50 °C, obtendo-se rendimento de 4,4 g para a 
fração DCM, 1,2 g para a EtOAc, 6,4 g  para n-but e 24 g para a fração aquosa 
restante, a qual foi liofilizada. O extrato fluido (100 ml) foi utilizado para realização de 





Esquema 2: Fluxograma do preparo do extrato fluido e fracionamento do extrato de P. actinia 
 
Extrato metanólico e frações 
O extrato metanólico foi obtido pela técnica de turbólise. Em equipamento 
apropriado, foi adicionado a droga vegetal (1 kg) e metanol (5x 2 l). Este material sofreu 
extração por 30 min e a cada 48 h, filtrado em sistema de filtração a vácuo. O MeOH foi 
evaporado em rotaevaporador sob pressão reduzida a 50 °C, obtendo-se um 
rendimento de 240 g de extrato/kg de folhas secas. O resíduo foi ressuspenso em água 
(1:8) e desclorofilado por agitação com água gelada por 8 h, seguido de filtração do 
material gorduroso. O filtrado foi chamado de extrato metanólico desclorofilado. Parte 
Planta seca e 






Ressuspenso em água 
























do extrato metanólico desclorofilado (100 ml) foi guardado para realização de ensaios 
farmacológicos. O restante foi utilizado em fracionamento utilizando solventes (3x 300 
ml) de diversas polaridades (n-hex, CHCl3, EtOAc e n-BuOH) em funil de separação 
(partição líquido/líquido), concentrados em rotaevaporador sob pressão reduzida a 50 
°C obtendo-se as frações n-hex (8,4 g), CHCl3  (4,2 g), EtOAc (3,4 g), n-BuOH (30 g). A 
fração aquosa foi liofilizada (120 g) (Esquema 2). 
 
Esquema 3: Fluxograma de preparo do extrato metanólico e fracionamento de P. actinia  
Planta seca e 


































Técnica de CLAE 
 
Para a avaliação do perfil cromatográfico dos extratos e frações de Passiflora 
actinia em CLAE foi necessário otimizar as condições cromatográficas, incluindo fase 
móvel e fluxo. A fase móvel aquosa escolhida para as separações analíticas foi uma 
mistura de solvente A (HCO2H 2%) e solvente B (CH3CN) (87:13) e fluxo de fase móvel 
de 1,2 ml/min. 
 
Separação da fração n-BuOH 
 
Isolamento da substância ACT24 
O material acetilado da fração n-BuOH do extrato metanólico desclorofilado (0,7 
g) (Esquema 2) foi utilizado para isolar a substância ACT24. Foram realizadas duas CC 
com Sílica Gel 60G. A primeira CC foi realizada utilizando Sílica Gel (20 g) em uma 
coluna de 25 cm de altura e diâmetro 2,5 cm. Sua eluição foi feita com ciclohexano, 
ciclohexano-DCM (1:1), DCM-CHCl3 (1:1) CHCl3 e CHCl3-MeOH (9,9:0,1 - 9,8:0,2 - 
9,7:0,3 - 9,6:0,4 - 9,5:0,5 - 9:1 - 8,5:1,5 - 4:1 - 3:1 - 7:3). Foram coletadas frações de 8 
ml e após observação em CCD foram reunidas as semelhantes dando origem as 
frações mais apolares 1-85 (F115/03) e as frações mais polares 86-300 (F215/03).  F115/03 
(570 mg) foi novamente submetida à cromatografia em coluna de Sílica Gel, desta vez 
em tamanho menor (20 cm) e de menor diâmetro (1,5 cm). As coletas foram realizadas 
de 100 em 100 ml. A fase móvel utilizada foi um gradiente de ciclohexano-DCM onde foi 




uma mancha majoritária de Rf 0,54 em CCD quando utilizado eluente tolueno-DCM (3:1) 
e revelador ácido fosfomolíbdico. Estas foram então agrupadas e submetidas à CCD 
preparativa Merck (20x20 cm) utilizando tolueno-DCM (1:1) como eluente. A substância 
isolada foi então chamada de ACT24. A substância foi avaliada em experimentos de 1H- 
e 13C- RMN utilizando CDCl3 como solvente. 
 
Fração SP-HPLC1 
Parte da fração n-BuOH (2,5 g) (Esquema 2) foi utilizada para realização de 
separação em Sephadex utilizando a coluna SPmaior. Frações (147) de 4 ml foram 
coletadas com fluxo de 3 ml/min, onde, após comparação dos seus perfis 
cromatográficos foram reunidas em quatro subfrações e chamadas de SP5/n-but 
(F1,2,3,4,5). A fração SP5/n-but F3 (1,1 g) dessa coluna foi submetida a uma segunda 
cromatografia em coluna com Sephadex LH-20 (SPmenor). Foram coletadas frações de 4 
ml e as semelhantes foram reunidas e deram origem a seis subfrações chamadas de 
SP6/F3SP5 (F1,2,3,4,5 e 6). As frações SP5/n-but F4 e SP6/F3 SP5 F5 que apresentavam 
perfil cromatográfico semelhante foram reunidas e foi chamada de fração SP-HPLC1 
(690 mg). Essa fração foi ainda submetida à CC em Sephadex na coluna SPmini 
sucessivas vezes, não obtendo-se boa separação. A fração SP6/F3 SP5 F6 (295 mg) 
apresentou em CCD, FM EtOAc-HCO2H-H2O (6:1:1), apenas uma substância quando 
revelada com anisaldeído sulfúrico. Experimentos em RMN foram realizados utilizando 






Separação da fração aquosa 
 
Fracionamento da fração aquosa liofilizada  
O fracionamento da fração aquosa liofilizada do extrato metanólico desclorofilada 
(Esquema 2) foi realizado em coluna a vácuo utilizando como fase estacionária Sílica 
Gel 60G para cromatografia em camada delgada. A amostra foi preparada solubilizando 
o extrato (5 g) em MeOH e posterior incorporação na própria sílica em separado. A 
coluna utilizada foi um funil de vidro sinterizado de 4 cm de diâmetro, tamanho de poro 
G3, altura de 7 cm acoplada a um kitasato. A fase móvel utilizada foi um gradiente de 
DCM em EtOH, iniciando-se com DCM 100% (100 ml), DCM:EtOH 10% (100 ml), e 
assim sucessivamente até chegar a EtOH 100%. Onze frações foram coletadas, 
chamadas de frações 1-11 da CV. Foram realizadas duas colunas a vácuo e foram 
denominadas de CV2 e CV3. A CV2 deu origem a onze subfrações e as semelhantes 
reunidas após análise em CCD utilizando revelador anisaldeído sulfúrico em (1-8), (9-
10) e 11. A CV3 gerou onze frações as quais foram reunidas em 1, 2, 3, (4, 5, 6), (7, 8, 
9) e (10,11). 
 
Coluna CV3 e subfrações 
As subfrações (4, 5, 6) (680 mg) e (7, 8, 9) (1 g) da coluna CV3 foram acetiladas 
separadamente e cada uma foi utilizada para separação em coluna cromatográfica. A 
fração ACT 4, 5 ,6 CV3 (500 mg) foi submetida a cromatografia em coluna com sílica gel 
60G como fase estacionária utilizando coluna de 20 cm de altura e 1,5 cm de diâmetro. 




127 frações de 4 ml e reunidas em cinco subfrações, das quais da fração 1 (1-39) foi 
separada a substância ACT43 que apresentava uma mancha em CCD. Análise em 1H-
RMN utilizando CDCl3 como solvente mostrou que a amostra não estava pura, sendo 
difícil a identificação. 
A fração ACT 7, 8, 9 CV3 (770 mg) foi submetida à coluna cromatográfica nas 
mesmas condições que a fração ACT 4, 5, 6 CV3. As frações semelhantes foram 
reunidas em sete subfrações. A fração (29-47) cristalizou, sendo que seus cristais após 
filtração em coluna de sílica foram recristalizados com CHCl3 (30 mg). Análise em RMN 
foi realizada utilizando CDCl3 como solvente, mas mostrou-se tratar-se de uma mistura, 
não sendo possível a sua identificação. 
 
Coluna CV2, 3 (todas) 
 As frações ACT 7, 8, 9 CV3 (1,0 g), ACT 10, 11 CV3 (580 mg) e ACT 9, 10 CV2 
(620 mg) por apresentarem perfil cromatográfico em CCD semelhantes foram reunidas. 
O material (2,2 g) foi utilizado para realização de coluna cromatográfica utilizando Sílica 
Gel 60G como fase estacionária em uma coluna de 1,5 cm de diâmetro e 40 cm de 
altura e a eluição foi realizada inicialmente com tolueno com um aumento gradual de 
EtOAc. As frações coletadas (8 ml) foram analisadas em CCD (FM tolueno-EtOAc 1:1) 
e as amostras semelhantes foram reunidas. As primeiras frações (1-22) formaram um 







Separação cromatográfica em Sephadex LH-20 
A primeira coluna (SP1) foi utilizando SPmenor e 2,5 g da fração aquosa. Foram 
coletadas frações de 50 ml utilizando MeOH como eluente. A fração F3SP1 (470 mg) foi 
submetida novamente a cromatografia em SPmenor. Foram coletadas 118 frações de 2 
ml. As semelhantes foram reunidas e dessas sub-frações foram separadas duas que 
foram chamadas de SP4(F3-SP1)F1 e SP4(F3-SP1)F2. 
 
Separação cromatográfica em resina Amberlite XAD-16 
As frações SP4(F3-SP1)F1 e SP4(F3-SP1)F2 foram reunidas (300 mg) e realizada 
separação em Amberlite. A eluição foi feita com H2O, H2O:EtOH 5%, H2O:EtOH 10% e 
H2O:EtOH 20%. Uma mancha de coloração azul quando revelada com anisaldeído 
sulfúrico presente em quase todas as frações dessa separação, foi separada das 
demais substâncias por CCD preparativa utilizando EtOAc-HCO2H-H2O (5:1:1) como 
fase móvel. Não foi possível a identificação em RMN da substância isolada (AMB-
BLUE) devido a pouca quantidade do material obtido (12 mg). 
 
Separação cromatográfica em resina Amberlite XAD-16/Sephadex  
Foi realizada uma separação com a fração aquosa (10 g) (Esquema 2) em 100 g 
de Amberlite XAD-16 (coluna AMB-FLO), do qual foram obtidas cinquenta frações de 75 
ml cada. O acompanhamento da coluna foi realizado por comparação dos perfis 
cromatográficos das frações e as semelhantes foram agrupadas, obtendo-se assim 
nove subfrações. A fração 1 (F1) (7 g) apresentou uma substância de coloração rosa 




parte desse material (1 g) foi utilizado para separações em Sephadex (SPmini), obtendo-
se 33 frações de 4 ml da primeira coluna, das quais por agrupamento das semelhantes 
foram agrupadas em três subfrações. Uma dessas subfrações (F3 10-33) (0,3 g) foi 
submetida novamente à cromatografia em Sephadex, e foram recolhidas 39 frações de 
4 ml. As frações de número 15-21 apresentavam perfis semelhantes, e quando 
agrupadas formaram cristais. Os cristais foram analisados em experimentos em 
equipamento de RMN utilizando D2O como solvente. 
 
Reação de hidrólise ácida 
A fração F1 da coluna AMB-FLO foi submetida à reação de hidrólise ácida 
utilizando HCl 1% e metodologia adaptada de (Weissenberg, 2001). Foi utilizada a 
proporção de 1:3:2:1 de fração-tolueno-H2O-HCl conc. em refluxo por 6 h. A fração 
orgânica foi recolhida e a aquosa foi extraída 3x 6 ml com tolueno. As frações tolueno 
foram reunidas, secas com sulfato de sódio anidro e concentradas em rotaevaporador 
dando origem à F1 (AMB-FLO) hidrolizada a qual foi comparada em CCD com a F1 sem 











RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Extrato fluido e metanólico desclorofilado 
 
Os pesquisadores de química de produtos naturais normalmente preferem 
trabalhar com produtos de baixa e média polaridade. Esta preferência é justificada pela 
maior solubilidade dessas substâncias em solventes voláteis (p.e. < 100°C), fato que 
facilita a remoção destes após os processos de fracionamento e purificação, através 
das técnicas cromatográficas entre outras, ou mesmo após análises espectrométricas 
(Chaves et al., 2000). 
Os extratos e frações de Passiflora actinia Hooker foram estudados 
quimicamente e biomonitoradas em relação à atividade sedativa e ansiolítica em 
modelos animais. Nas frações bioativas espera-se encontrar a (s) substância (s) 
química (s) responsável (is) por esta atividade. Estudo realizado por Santos, (2003) 
encontrou atividade farmacológica nas frações mais polares, como n-BuOH e aquosa, 
sendo essas as frações de interesse no presente estudo. 
A cromatografia é um método físico-químico de separação. Ela está 
fundamentada na migração diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre 
devido a diferentes interações entre duas fases imiscíveis, a fase móvel e a fase 
estacionária. A principal diferença entre a cromatografia líquida clássica e a CLAE é a 
utilização de fases estacionárias com micropartículas esféricas, de preferência. Estas 
fases, por serem muito permeáveis, tornam necessária a utilização de bombas para a 




desenvolvimento da instrumentação, levou esta técnica a um melhor desempenho em 
termos de resolução, quantificação e detecção em um menor tempo de análise (Cass e 
Degani, 2001). 
A técnica de CLAE pode também ser útil para realizar o fingerprint de diversas 
espécies vegetais. Isso trás uma grande quantidade de informações, incluindo 
autenticidade da amostra, determinação de marcadores taxonômicos, identificação de 
constituintes padrões relacionados com a localidade da planta, suporte para estudos 
genéticos (espécies híbridas), diferenças entre espécies que possuem semelhanças 
anatômicas e atividades biológicas relacionadas ao perfil fitoquímico (Abourashed et al., 
2002).  
O perfil cromatográfico dos extratos e das frações de P. actinia foi realizado em 
CLAE. Seguindo a metodologia proposta por Pereira et al. (2004), adaptações foram 
feitas para atender as condições existentes visto que a metodologia proposta utiliza o 
modo gradiente e o equipamento utilizado permite apenas o modo isocrático. Os 
extratos analisados foram o fluido e metanólico desclorofilado e os padrões vitexina (16) 
e isovitexina (17) foram utilizados para verificar sua presença nas folhas da planta. 
A Tabela 1 sintetiza o que foi realizado nas diversas etapas de otimização da 
metodologia, sendo solvente A sol. aquosa HCO2H 2% e solvente B CH3CN. Em 
detalhe as modificações que foram realizadas entre uma etapa e outra. Para o extrato 
fluido o melhor sistema cromatográfico encontrado para separação analítica foi solvente 






Tabela 1. Etapas de otimização da metodologia de CLAE 
para extratos e frações de P. actinia. 
 
Fase Fase móvel (FM) 
solvente A:solvente B 
Fluxo de FM 
1 (80:20) 1ml/min 
2 (80:20) 0,8ml/min 
3 (85:15) 0,8ml/min 
4 (85:15) 1,0ml/min 
5 (87:13) 0,8ml/min 
6 (87:13) 1,0ml/min 
7 (87:13) 1,2ml/min 
 








































































































































































































Figura 3: Cromatograma do extrato fluido de P. actinia obtido na sétima fase de 
otimização da metodologia em CLAE. FM: sol. aquosa HCO2H 2%:CH3CN 87:13, fluxo 
1,2 ml/min e λ=340 nm.  
 
Após análise dos cromatogramas (Figura 3) confirmou-se que o flavonóide 
vitexina (16,8 min) não está presente na espécie em questão estudada, ou se presente 
sua quantidade é muito pequena (traços). Abourashed et al. (2002) em seu estudo 
(fingerprint) utilizando a técnica de CLAE em extratos de 115 espécies de Passiflora, 




shaftosídeo/isoshaftosídeo e isovitexina para a espécie, não detectando também 
vitexina na P. actinia.  
Por comparação do tempo de retenção dos picos dos padrões com os picos 
encontrados nos cromatogramas dos extratos verificou-se a presença de isovitexina 
(tr=18,189) (Figura 4), o qual por adição de padrão confirmou-se a presença do 
flavonóide. Ao analisar o cromatograma (Figura 5) verifica-se que o pico da isovitexina 
diminuiu como todos os outros picos, em função do padrão adicionado estar em 
solução. Mesmo assim pode-se confirmar que o que aparece no cromatograma do 
extrato fluido é a isovitexina, pois nenhum outro pico aparece no cromatograma de 
adição de padrão (Figura 5).  















































Figura 4: Cromatograma do padrão isovitexina em CLAE. FM: sol. 







Figura 5: Cromatograma do extrato fluido de P. actinia ( ), extrato fluido 
adicionado de padrão de isovitexina ( ) e padrão isovitexina ( ) em 
CLAE. FM- sol. aquosa HCO2H 2%-CH3CN 87:13, fluxo 1,2 ml /min e 
λ=340 nm.  
 
Foi realizada análise em CLAE do extrato metanólico desclorofilado de P. actinia 
(Figura 6). Em comparação com o extrato fluido (Figura 3), ambos apresentam o 
mesmo perfil cromatográfico, confirmando-se que o solvente escolhido para a extração 
e fracionamento, extrai os mesmo marcadores químicos. 





















































































































































































Figura 6: Cromatograma do extrato metanólico desclorofilado de P. actinia em CLAE. 




Os mesmos resultados foram observados para o extrato metanólico 
desclorofilado obtido por extração a quente em equipamento de Soxhlet (Santos, 2003). 
Isso demonstra que a temperatura utilizada na extração não interfere com a 
composição química, pelo menos em relação às substâncias flavonoídicas.  Esse 
mesmo autor verificou em análise cromatográfica em CLAE dos extratos metanólicos 
desclorofilados de P. actinia, P. alata e P. incarnata uma maior similaridade da P. 
actinia com a espécie importada P. incarnata do que com P. alata (oficial no Brasil), 
sugerindo-se dessa forma, pelo menos em relação à ótica química, que poderia haver 





A fração n-BuOH é rica em flavonóides os quais podem ser observados quando 
se utiliza o revelador NEU (Figura 7).  
 
Figura 7: CCD da fração n-BuOH e aquosa do 
extrato metanólico desclorofilado de P. actinia 





A varredura no UV da fração n-BuOH mostrou que ocorre absorção em 274 e 
342 nm. Por essas razões o comprimento de onda escolhido para a técnica de CLAE foi 
340 nm.  
Os padrões utilizados para comparação de tempo de retenção foram a orientina 
(14), vitexina (16) e isovitexina (17). Por comparação de tempo de retenção e adição de 
padrão, o único flavonóide detectado para a fração foi isovitexina (Figura 9). Os tempos 
de retenção dos padrões foram de 11,22 min para orientina, 16,41 min para vitexina e 















































































































































































































Figura 8: Perfil cromatográfico em CLAE da fração n-BuOH de P. actinia.  










































Figura 9: Perfil cromatográfico em CLAE da fração n-BuOH ( ) e dos 
padrões vitexina ( ) , isovitexina ( ) e orientina ( ) . FM: sol. aquosa HCO2H 
2%-CH3CN 87:13, fluxo 1,2 ml/min e λ=340 nm. 
 
 
O perfil cromatográfico da fração n-BuOH em CLAE pode ser observado na 
Figura 8, o qual é muito semelhante com o do extrato fluido e extrato metanólico 
desclorofilado (Figuras 3 e 6), justificando a tentativa de isolamento dos componentes 
químicos presentes nessa fração, uma vez que são semelhantes aos da espécie P. 
incarnata, uma das mais estudadas em relação às propriedades farmacológicas do 
gênero.  
O processo de separação da fração n-BuOH se deu inicialmente em coluna de 
Sílica Gel 60G. A fração é solúvel em MeOH, mas é necessário muito solvente. Como a 
coluna foi empacotada com CHCl3, ao tentar colocar este solvente na amostra ocorre a 
formação de precipitados, não sendo o procedimento adequado para este material. 
Para tentar solucionar o problema da solubilidade, parte da fração n-BuOH (1 g) foi 





coluna cromatográfica, do qual após duas purificações em coluna de sílica gel 60G foi 
separada a substância ACT24. O espectro de ressonância magnética nuclear de 
hidrogênio (Figura 10) apresentou dois sinais de duplo dubletos em região aromática, 
um multiplete bem definido em 4,2 ppm indicando a proximidade de um éster, além de 
sinais de metilas e metilenos em campo alto. Juntamente com outros dados espectrais, 
foi sugerida a estrutura 30 para esta substância. Esse produto, de estrutura simétrica e 
nunca identificada em nenhum outro produto natural, pode ser um artefato de solvente, 
embora os solventes utilizados tenham sido destilados e purificados antes do uso. 
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Como a amostra n-BuOH sem ser acetilada apresenta solubilidade em MeOH, e 
este solvente dissolve parte da sílica, foi discutida a possibilidade de utilizar colunas do 
tipo Sephadex, pela facilidade de utilizar solventes polares como MeOH e H2O, nos 
quais as amostras de interesse são solúveis. As frações mais polares puderam ser 
separadas nesse tipo de fase estacionária, deixando de lado a necessidade de 
submeter às frações a reação de acetilação.  
Sephadex LH-20 é formada por polímeros de dextrana e é utilizada nos 
processos de filtração em gel de produtos naturais. Vários pesquisadores tem obtido 
sucesso no isolamento de substâncias utilizando esse sistema de filtração por exclusão 
(Endale et al., 2005; Orsini et al., 1986; Woldemichael et al., 2003).  
Parte da fração n-BuOH (2,5 g) foi utilizada para realização de coluna em 
Sephadex utilizando a coluna SPmaior. As frações semelhantes reunidas foram 
submetidas à CC (SPmenor), as frações SP5/n-BuOH F4 e SP6/F3 SP5 F5 que 
apresentavam perfil cromatográfico semelhante em CCD foram reunidas e foi chamada 
de fração SP-HPLC1. A fração SP-HPLC1 apresenta apenas uma substãncia em CCD 
(Figura 11a). O espectro UV mostrou absorçôes em 210, 269 e 348 nm sugerindo-se a 
presença de flavonóides. O perfil cromatográfico em CLAE (Figura 11b) mostra a 




presente na amostra, em tr 63,044, não sendo essa a substância em maior quantidade 
na fração.  
 
          
a      b 
 
Figura 11: (a) Perfil Cromatográfico da fração SP-HPLC1 em CCD. FM: EtOAc-
HCO2H-H2O (6:1:1), revelador NEU e (b) CLAE FM: sol. aquosa HCO2H 2%-
CH3CN 90:10, fluxo 1,0 ml/min e λ=340 nm. 
 
 
Parte da fração (30 mg) SP-HPLC1 foi submetida à análise em RMN, mas não 
pôde ser identificada devido a pouca quantidade de material. O restante do material foi 
submetido novamente a CC (SPmini) com o objetivo de se isolar a substância em maior 
quantidade na fração. O que antes parecia uma fração com apenas uma substância 
(Figura 11a), após sucessivas colunas em Sephadex podem ter se decomposto, 
mostrando substâncias que não estão presentes na fração original (Figura 12). A 
extração com MeOH pode resultar na formação de metil derivados, não encontrados 






Figura 12: Perfil Cromatográfico em CCD da fração (I) e sub-frações da SP-
HPLC1 (FM: EtOAc-HCO2H-H2O (6:1:1), revelador anisaldeído sulfúrico.  
 
A fração SP6/F3 SP5 F6 apresentou apenas uma mancha quando em CCD 
(EtOAc-HCO2H-H2O 6:1:1) com Rf de 0,66. A substância presente na fração, codificada 




 A fração aquosa do extrato metanólico desclorofilado de P. actinia mostrou-se 
interessante, pois uma CCD geral utilizando revelador anisaldeído sulfúrico evidenciou 
a presença de possíveis saponinas na forma de manchas de coloração rósea. A 
literatura até o momento relatou saponinas para a espécie P. alata, P. quadrangularis e 
P. edulis, mas nunca para a espécie P. actinia. Quando aplicada a técnica de agitação 
em tubo, ocorre a formação de espuma, em pouca quantidade, mas persistente.  
A primeira tentativa de separação da fração aquosa foi realizada em coluna à 




da coluna CV3 (Figura 13), após análise do seu perfil cromatográfico foram separadas 
em 1, 2, 3, (4, 5, 6), (7, 8, 9), (10, 11). As frações 1, 2 e 3 foram guardadas para 
estudos posteriores. As frações 7, 8, 9 apresentaram uma macha vermelha em CCD 
bem polar quando revelada com anisaldeído sulfúrico, sendo que a acetilação dessas 




Figura 13: Fracionamento da fração aquosa do extrato metanólico 
desclorofilado em coluna à vácuo (CV3), FM: DCM-EtOH (1:1), revelador 
anisaldeído sulfúrico. Frações 4, 5, 6 (amarelo), 7, 8, 9 (vermelho) e 10, 
11 (azul).  
 
 
Após análise em CCD e reação de acetilação, separações em coluna de Sílica 
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Figura 14: Resultado da coluna ACT 4, 5, 6 





Figura 15: Resultado da coluna ACT 7, 8, 9 CV3 (material de partida, 
frações e material de limpeza da coluna). FM: tolueno-EtOAc (1:1), 
revelador anisaldeído sulfúrico 
 
A F1 da coluna ACT 4, 5, 6 CV3 (Figura 14) formou cristais e a substância 
presente em maior quantidade foi chamada de ACT43. O mesmo ocorreu com a fração 




Uma varredura em UV foi realizada com as frações que contêm as substâncias 
ACT43 e ACT46 e os espectros mostraram que ambas absorvem no mesmo 
comprimento de onda (273 e 225 nm) sugerindo serem a mesma substância. Os 
espectros de 13C- e 1H-RMN das frações que continham as substâncias ACT43 e ACT46 
apresentou diversos sinais demostrando que as substâncias estavam impuras, não 
sendo possível a sua identificação.  
O espectro de 1H-RMN de ACT43 (Figura 16) apresentou sinais característicos de 
acetatos em 2,0 ppm, série de sinais entre 4 e 6 ppm, um sinal de dupla ligação em 6,2 
ppm, indicando tratar-se possivelmente de uma substância glicosilada. 
 
 





Uma coluna foi realizada com as frações ACT 7, 8, 9 CV3, ACT 10, 11 CV3 e 
ACT 9, 10 CV2, chamada coluna CV2, 3 (todas). As primeiras frações (1-22) da coluna 
CV2, 3 (todas) formaram um precipitado, o qual foi analisado em 1H-RMN e 13C-RMN. 
O espectro de ressonância magnética nuclear de hidrogênio (Figura 17) 
apresentou um sinal singlete em 2,09 ppm para três hidrogênios e um sinal singlete em 
2,08 ppm, referente a seis hidrogênios, indicando a presença de três acetatos. Outros 
sinais importantes apareceram em δ 4,15 como duplo dubleto com constantes de 
acoplamento de 12 e 5,8 Hz e integração para dois hidrogênios e também um duplo 
dubleto em δ 4,29, também com integração para dois hidrogênios e J = a 12 e 4,3 Hz. 
Um quinteto em δ 5,24 para um hidrogênio, J = 4,3 demonstra um acoplamento com o 
sinal em δ 4,29, confirmado pelo espectro de COSY (Figura 18). Nenhum outro sinal no 
espectro apresentou qualquer possibilidade de correlação entre os sinais citados, 
sugerindo ser uma substância de baixo peso molecular. O espectro de HMQC 
apresentou correlações próprias entre os sinais dos hidrogênios do radical acetila com 
sinais em 20,7 e 20,9 ppm, como também sinais em 170,7 e 170,2, próprios para a 
presença de três carbonilas, confirmando a presença dos três grupos acetatos. Um 
sinal em 62,1 ppm apresentou correlação com os sinais em δ 4,29 e 4,15, 
demonstrando tratar-se de hidrogênios geminais (Williams e Fleming, 1995), sendo que 
o sinal do hidrogênio em δ 5,24 apresentou correlação com o sinal em 62,3 ppm do 
espectro de 13C-RMN. A posição dos três sinais de carbono em torno de 60 ppm indica 
tratar-se de ésteres, o que corrobora com os sinais de grupos acetilas. Dessa forma, 




substãncia que provavelmente exista em plantas desde sua origem há 200 milhões de 
anos (Gerber et al., 1988; Khorun et al., 2006). 
A presença de glicerol em produtos naturais é bem conhecida em insetos e 
animais como crioprotetores (Li et al., 2003). Plantas possuem células especializadas 
que confinam e protegem tecidos. Esta proteção é necessária para defender as plantas 
de patógenos e evitar sua desidratação. As folhas são protegidas pela epiderme 
principalmente pelo seu conteúdo em biopolímeros, p.ex. cutina na epiderme e suberina 
na periderme (Graca et al., 2002). Suberina, conforme demonstrado por Graca e 
Pereira (1997) e Moire et al. (1999) possui glicerol em quantidade suficiente para 
esterificar a maior parte dos grupos carboxilas presentes em sua estrutura, o que 
sugere justificar a presença desta substãncia nas folhas de P. actinia. Gerber (1988) 
desenvolveu um procedimento por HPLC para quantificar a presença de glicerol em 
vegetais, demonstrando que em anaerobiose, as plantas apresentam maior quantidade 
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A fração aquosa (2,5 g) também foi fracionada utilizando colunas Sephadex LH-
20.  Foram realizadas separações cromatográficas diversas (página 45) com o objetivo 
de ir separando ao máximo as substâncias presentes na fração. Na primeira coluna 
realizada, foram reunidas as frações semelhantes, mas como a separação não foi muito 
efetiva, apenas uma das frações foi utilizada (F3) e as demais foram guardadas para 
posteriormente fazer outra coluna. A fração F3 (Figura 20) foi chamada de F3SP1. Essa 
fração apresentou, quando submetida a CCD e revelada com anisaldeído sulfúrico, uma 
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Figura 20: CCD da fração aquosa e 
suas frações da SP1. Em destaque a 
F3 de coloração avermelhada. FM: 
DCM-EtOH (1:1), revelador 
anisaldeído sulfúrico. 
 
A fração F3SP1 foi submetida novamente a cromatografia em SPmenor e foram 
separadas subfrações SP4(F3-SP1)F1 e SP4(F3-SP1)F2. Ambas apresentaram manchas 




Como a separação da fração F3SP1 em Sephadex não foi eficiente, foi feita uma 
tentativa de fracionamento em resina Amberlite XAD-16.  
A grande maioria dos artigos onde se fala do isolamento e identificação de 
substâncias polares (saponinas) fala também da utilização de resinas iônicas do tipo 
Amberlite, sugerindo a utilização primeiramente de resinas do tipo Amberlite, seguido 
por purificações em Sephadex. A resina muito utilizada para separação das substãncias 
polares contidos em extratos de plantas são as do tipo Amberlite XAD-16. Essas 
resinas são úteis na separação de substâncias polares hidro e álcool solúveis. Quando 
se elui a coluna com água, as substâncias fenólicas ficam retidas na coluna, enquanto 
as demais são eluidas sem nenhuma interação, sendo interessante na separação de 
glicosil flavonóides e saponinas. 
 A coluna em Amberlite XAD-16 da fração F3SP1 resultou em uma separação 
mais efetiva (Figura 22). 
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Figura 21: Frações SP4(F3-SP1)F1 e SP4(F3-SP1)F2 nas seguintes 
fases móveis: (1) AcOEt-HCO2H-H2O (6:1:1) e (2) DCM-EtOH (1:1), 






Figura 22: Coluna Amberlite XAD-16 fração 
SP4(F3-SP1)F1F2 FM: AcOEt-HCO2H-H2O 
(6:1:1), revelador anisaldeído sulfúrico. 
 
 
A mancha azul, que não apresenta fluorescência em ondas longas, foi obtida em 
pequena quantidade (12 mg) após isolamento por CCD preparativa, sendo que não foi 
possível a sua identificação por RMN uma vez que a amostra estava muito diluída.  
Numa tentativa de verificar se a separação poderia ser melhor se fosse utilizada 
a resina Amberlite XAD-16 como primeira opção de separação, foi realizada uma 






Figura 23: Coluna AMB-FLO da fração aquosa. Em destaque a 




A fração 1 (F1) apresentou uma mancha rósea, com possível perfil de uma 
aglicona de saponina. Ácido p-cumárico revela com coloração rosa com anisaldeído 
sulfúrico, semelhante à mancha da F1 na Figura 23. CCD do ácido p-cumárico em 
comparação com a fração F1 mostrou Rf de 0,9 e 0,7 para a mancha vermelha da 
fração F1, ambas com coloração igual. Para verificar se a mancha rosa presente na F1 
apresenta alguma correlação com o ácido p-cumárico (31), possivelmente um éster, foi 
realizada hidrólise com HCl 1% e 36%. Os resultados em CCD obtidos mostraram que 









 Com o objetivo de isolar essa substãncia rósea, foram realizadas separações 
em Sephadex da F1 sem hidrolizar utilizando MeOH como eluente. Da primeira coluna 
em Sephadex foram obtidas 33 frações de 4 ml, das quais por agrupamento das 
semelhantes foram agrupadas em três subfrações. Uma dessas subfrações foi 
submetida novamente a cromatografia em Sephadex, e foram recolhidas 39 frações de 
4 ml. As frações de número 15-21 apresentavam perfis semelhantes, e quando 
agrupadas formaram cristais na forma de prismas. Os cristais foram solúveis somente 
em D2O, e insolúveis em qualquer outro solvente. O espectro de 1H-RMN (Figura 24) 
mostrou dois duplos dubletos em 6,5 ppm, um sinal possivelmente para um grupo 
metoxila em 3,2 ppm, além dos sinais do solvente. Apesar da substância estar 
cristalizada, por RMN não foi possível a sua identificação, mas, por ser um cristal com 
formas bem definidas espera-se conseguir elucidar a sua estrutura atrvés de 
experimentos utilizando experimentos de Raio-X. 
 
 




CONCLUSÕES E TRABALHOS FUTUROS 
 
 
Em função da dificuldade de isolar substâncias polares pelos procedimentos 
adotados, como alternativa, pretende-se utilizar para as subfrações de SP-HPLC1 o 
método de separação em CLAE semi-preparativa para isolar a substância que aparece 
em maior quantidade (maior pico no tempo de retenção de 32 min). A fase móvel 
escolhida é HCO2H 2% e CH3CN (90:10) e fluxo 1,0 ml/min. Essa fase móvel foi testada 
em CLAE analítica e mostrou-se apropriada para a separação. A substância que 
aparece em tempo de retenção 63 min é a isovitexina, sendo que sua purificação 
também poderá ser realizada pela mesma técnica e obter através de análise por RMN a 
confirmação definitiva da presença desse flavonóide em P. actinia. 
Encontrou-se grande dificuldade em trabalhar com as frações polares e sílica, 
sendo que utilizar Amberlite e Sephadex, nessa ordem, está se mostrando muito útil na 
separação da fração aquosa ao invés de Sephadex antes de Amberlite. As outras 
subfrações da separação Amberlite/Sephadex poderão ser fracionadas posteriormente 
em Sephadex para tentar separar outras substâncias polares que possuem similaridade 
em CCD com saponinas. 
Ao mesmo tempo, a utilização de MeOH em coluna de Sephadex pode ter 
gerado substâncias de decomposição que não estavam presentes na amostra. O 
solvente utilizado nas análises de RMN foi MeOD sugerindo a ocorrência de alguma 
interferência do solvente em função dos resultados obtidos em ambos os experimentos, 




O biomonitoramento pode ser útil no desenvolvimento desse trabalho, sendo que 
as frações semi-purificadas serão utilizadas para a realização de experimentos 
farmacológicos em modelos de ansiedade para verificar se existe alguma correlação 
dessas substâncias com a atividade já observada para os extratos brutos e frações 
polares. A substância responsável pela atividade ansiolítica e sedativa do maracujá 
ainda é uma incógnita, sugerindo-se ser um grupo de substâncias, e não somente uma 
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